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广 昔 香 原生 质 体 制备 、 培 养 与 融合 技术 优化 研究 

ERE, FEl, KERN, MA 1 

(1 广东 药 科大 学 中 药学 院 ， 广 州 510006 
2 国家 中 医药 管理 局 岭南 药材 生产 与 开发 重点 研究 室 , 广州 510006) 
摘要 ， 为 了 建立 高 效 稳定 的 广 苦 香 原生 质 体 培养 与 融合 技术 体系 ， 本 研究 以 广 昔 香 愈 伤 组 织 悬 浮 细胞 为 材料 ， 研 究 了 原生 质 
体制 备 的 酶 解 条 件 ， 以 及 培养 方法 、 细 胞 密度 、 激 素 种 类 和 浓度 等 因素 对 原生 质 体 培养 的 影响 ， 并 通过 测定 融合 产物 直径 确 
立 融 合 细胞 第 先 范围， 进一步 研究 聚 乙 二 醇 浓度 、 细 胞 密度 、 融 合 时 间 及 融合 液 加 入 量 等 因素 对 原生 质 体 融合 的 影响 。 结 果 
表明 ， 广 鞋 香 原生 质 体 制备 的 适宜 条 件 为 pH 5.8， 酶 解 温度 25 "C. 原生 质 体 培养 以 铵 盐 减 半 的 MS1 培 养 基 i 


pi 


X 


基 进 行 海藻 酸 钠 包 
埋 、 激 素 选 用 0.2 mg.LLINAA、2.0 mg*L-! 6-BA， 培 养 密 度 2.0x105 个 :mL-I、 芒 糖 添 加 量 1.0%、 酸 水 解 酪 蛋白 500 mg L! 的 
条 件 下 原生 质 体 分 裂 频 率 、 植 板 率 均 较 高 , 且 开 始 分 裂 时 间 和 细胞 团 形 成 时 间 都 较 短 ; 双 细 胞 融合 产物 蔓 选 范围 为 69.33-87.35 


um; 以 40% PEG 6000 化 学 促 融 30 min、 加 入 0.5 倍 体积 的 融合 液 、 细 胞 密度 2.0x105 个 :mL-: 的 条 件 进行 原生 质 体 融 合 ， 聚 
合 率 可 达 57.1996; 获得 的 融合 产物 经 海藻 酸 钠 包 埋 培 育 2 个 月 后 可 观察 到 再 生 愈 伤 组 织 。 该 技术 体系 的 建立 为 广 幕 香 种 质 资 
源 的 保护 、 拓 展 和 新 品种 选 育 的 材料 制备 提供 了 实验 方法 。 
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Study on the optimization of protoplasts preparation, culture and 


fusion in Pogostemon cablin 


YAN Han-jing!?, LI Lei', ZHANG Hong-yi'?, HE Meng-ling!'? 
(1 College of Traditional Medicine, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510006; 

2 Key Laboratory of State Administration of Traditional Chinese Medicine for Production& Development of Cantons Medicinal 
Materials, Guangzhou 510006) 

Abstract: For establishing a high efficient and stable protoplast culture and fusion technology system, the protoplasts obtained from 
Pogostemon cablin's callus, were studied as the material for enzymatic hydrolysis conditions of protoplast preparation, and on this 
base, the effects of culture methods, cell density, hormone types and concentrations on the protoplast culture were studied. Screening 
range of fusion cells were determined by measuring the diameter of fusion products. The effects of PEG concentration, cell density, 
incubation time and amount of fusion fluid on the fusion rate of protoplasts were studied by single factor analysis. The results showed 
that the yield of protoplast was higher with enzymolysis temperature about 23-28 "C and the vitality of protoplast reached the highest 
value at 25 "C. The optimal pH for enzymatically hydrolyzing was 5.8. Four methods, shallow layer of liquid, double layer of solid 
liquid, agarose embedding and sodium alginate embedding, were be used to culture protoplast of P. cablin, the protoplasts with sodium 
alginate embedding began to divide earlier and got the higher division frequency and plating efficiency. The improved medium MS, 
which consisted half of ammonium salt (NH4NOs 825 mg: L:!), added the hormones about 0.2 mg: L! NAA and 2.0 mg: L! 6-BA was 
used to embed in sodium alginate. With the conditions of 2.0x10? protoplasts: mL! of the cell density, 1% sucrose content and 500 
mg:L' acid hydrolyzed casein, protoplasts got into division and formation of cell clusters earlier and had the higher division frequency 
and plating efficiency. The range of double cell fusion products was 69.33-87.354m; 40% PEG 6000 was selected to promote the 
chemical fusion. With the increase of fusion time, cell density and amount of fusion liquid, both polymerization rate and 


polycondensation rate increased. With 0.5 times volume of the fusion solution, 2.0 x 105 protoplasts'mL- of the cell density and 30 


基金 项 目 国家 自然 科学 基金 〈81773829); 广东 省 科技 项 目 (2015A030302084, 2017A030303082, 2017A03030308D); 广东 
省 中 管 局 项 目 (20163010)。 [Supported by National Natural Science Fund (81773829) ; Guangdong science and technology 
(2015A030302084, 2017A030303082, 2017A030303081) ; Guangdong Provincial Administration of traditional Chinese Medicine 
(20163010) ] 
作者 简介 : 严寒 静 〈1972-)， 女 ， 重 庆 市 人 人， 博士 ， 教 授 ， 药 用 植物 新 品种 选 育 ，E-mail:， yanhanjing1211(2)163.com. 
* 通 讯 作者 : 何 梦 玲 ， 博 士 ， 副 教授 ， 中 药 资源 与 开发 ，E-mail: hmldf@126.com。 


min of fusion time, the polymerization rate was up to 57.1996. After 2 months' embedding cultivation, the callus was observed. This 


study improved the protoplast fusion in P cablin, which is meaningful for germplasms' protection and development, and it also 


supplies a solid base in experimental materials for breeding. 


Keyword: Pogostemon cablin (Blanco) Benth., PEG, protoplast preparation, protoplast fusion, breeding 
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经 过 遗传 改良 ， 
解决 问题 的 根本 措施 之 一 是 开展 品种 改良 或 新 品 
种 举步维艰 ， 需 要 引入 新 技术 和 新 方法 ， 进 行 种 质 资源 的 创新 工作 。 

原生 质 体 具有 再 生成 完整 植株 的 能 力 ， 是 进行 
也 是 以 细胞 杂交 


并 具有 抗菌 作用 


2005; 莫 小 路 等 ，2004)， 是 多 
秋 里 醇 气 味 独特 宜人 ， 并 可 使 香味 持久 ， 是 法 


国家 药典 委员 会 ，201$)。 现 代 药 至 


用 于 日 用 品 和 化 妆 品 中 《 吴 友 根 等 ，2010)。) 


植物 ， 是 广东 的 道 地 药材 ， 有 具 芳 香 化 浊 ， 

学 研究 表明 ， 广 获 香 可 以 调节 上 骨 肠 道 功 能 
成 药 的 主要 原料 。 此 外 ， 广 草 香 油 中 的 百 
国标 准 化 委员 会 确定 的 香精 香料 中 的 标志 性 成 分 ， 被 广泛 应 


南亚 热带 地 区 种 植 后 ， 很 少 或 者 根本 没有 


引种 到 我 
分 和 产量 差异 极 显著 ， 
1 的 选 育 ， 但 是 ， | T 
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胞 器 分 离 、 转 基 
的 必 备 材料 (Eeckhaut et al, 2013 )。 在 


胞 杂交 和 增加 染色 体 组 倍 性 行 之 有 效 的 途径 之 一 。 目 


导致 了 药材 质量 不 稳定 和 不 可 控 。 
蔓 香 在 我 国 为 无 性 繁殖 ， 传 统 育 


因 和 基因 功能 分 析 等 研究 的 理想 材料 ， 
1 药材 品种 筛选 和 种 质 改 恨 方 面 ， 原 
前 植物 原生 质 体制 备 和 融合 大 多 


以 酶 解法 制备 原生 质 体 、PEG 诱 导 原 生 质 体 融合 CMackwska et al, 2014; Mori et al, 2014; 彭 小 群 ，2015) ， 


而 酶 液 组 成 、 酶 解 时 间 和 渗透 剂 组 成 
响 PEG 诱 导 原 生 质 体 融 合 的 3 


度 和 融合 时 间 


体制 备 和 融合 过 程 的 影 
石 牌 广 警 香 为 材料 ， 在 前 期 对 广 革 
察 不 同 的 培养 方法 、# 
质 体 融合 的 影响 ,以 其 
技术 体系 英 定 实验 基础 
1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 
实验 材料 采 自 广东 药 科 大 学 药 用 
cablin (Blanco) Benth. )。 
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实验 试剂 荧光 素 双 本 
素 酶 (Hemicellulase)、 果 胶 酶 (Pectinase) 为 Sigma 公司 产品 ， 其 它 生 


1.2 方法 


1.2.1 试剂 及 培养 基本 
混合 酶 液 的 配 
2003) 配制 。 以 MS 为 基本 培养 基 ， 此 外 再 


ine S (Fluorescein diacetate，FDA) 为 Solarbio 公司 产品 、 纤 维 素 酶 (Cellulase)、 半 纤维 
化 试剂 为 国产 的 分 析 纯 试剂 。 


1 参考 梁 威 的 方法 ( 梁 威 等 ，2016)， 原 生 质 体 清 洗 液 (CPW-4M) 按 文 献 方 法 ( 朱 至 清 ， 
添加 0.4 mol*L-! 甘 圳 醇 、0.1% 吗 啉 乙 磺 酸 (MES)、0.1% 肌 醇 、 


不 同 浓度 的 茂 糖 或 葡萄 


唐 、 生 长 调节 剂 、 酸 水 解 酷 蛋 


白 等 。 


低 熔点 琼脂 糖 培养 基 : 1.2% 琼 脂 糖 、0.1% MES. pH 5.8. 


海藻 酸 钠 溶 液 : 1.5% 海 荣 酸 钠 ， 以 无 钙 原 生 


央 备 原生 质 体 的 主要 因素 (Hongoh et al 2003) ，PEG 浓 
E 要 因素 (Durieu & Ochatt , 2000) 。 探 明 这 些 因素 对 原生 质 
向 ， 是 系统 建立 起 原生 质 体 制备 和 融合 技术 体系 的 重要 保证 。 本 研究 以 性 状 优 民 的 
究 的 基础 上 〔 深 威 等 ，2016) ， 考 
究 PEG 浓 度 、 贱 育 时 间 等 对 原生 


"n 


HPEGUS S] EA REARS ART. WRR ERE EUR 


JAR EENE ERASE REA E Pogostemon 


质 体 培养 液 (不 含 CaCl) 为 溶剂 ，90 它 高 压 灭 菌 20 min. 


PEG 融合 液 : 10 mmol*L-! CaCb*2H;0. 0.7 mmol*L-! KH2PO4、0.1 moL/L 甘露 醇 、30%-50% PEG 6000, 


pH 5.8, PUT 0.45um 微 孔 滤 膜 后 4 保存， 使 月 

高 pH 高 钙 洗 液 参考 文献 (Kao & Michayluk, 1974) 的 方法 本 
F 1mrL 丙酮 中 ，0C 以 下 保存 。 
除 特别 提 到 ， 均 121 'C 下 高 压 灭 


FDA 母液 : 取 5 mg FDA Ñ 


以 上 试剂 


日 前 过 0.22um 微 孔 滤 膜 脱 


PUE d H 


1.2.2 愈 伤 组 织 诱 导 与 悬浮 培养 


以 石 牌 广 藉 香 为 外 植 体 ， 接 种 于 MS+0.05 2,44-D40.5 KT (单位 为 mg*L1， 下 同 ) 固体 培养 基 ， 光照 12 h 


JH. 


Er 


E] o 
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“d1、 光 强 1500 LX, (2522) CC 条 件 下 培养 ， 诱 导 广 董 香 愈 伤 组 织 。 选 取 玻 松 淡 黄 色 愈 伤 组 织 ， 转 入 液体 培 
养 基 中 进行 悬浮 培养 ， 转 速 135 r*min:， 接 种 量 70 g*FW*。L-1， 继 代 周 期 24 d. 
1.2.3 原生 质 体 制备 
1.2.3.1 酶 液 pH 和 酶 解 温度 的 筛选 
惹 浮 细胞 依次 过 40、100 目 筛 网， 收集 后 按 1:10 (m/v〉 加 入 不 同 pH 值 的 混合 酶 液 以 考察 酸碱度 对 分 
离 的 影响 ， 设 置 23、25、28、30 C 4 个 温度 梯度 ，50 rpm 避 光 振荡 酶 解 12 h， 考 察 温 度 对 酶 解 制备 原生 
质 体 的 影响 。 通 过 统计 分 析 ， 确 定 广 墓 香 原生 质 体制 备 的 酶 液 pH 和 酶 解 温 度 。 
1.2.3.2 原生 质 体 纯化 收集 
酶 解 液 依次 过 40、100、200 目 科 网 ， 收 集 滤 液 1000 转 离心 3 min 去 上 清 ， 沉 淀 加 适量 CPW-AM 液 混 
匀 后 再 次 离心 并 去 上 清 ， 重 复 3 次 后 ， 沉 淀 转 移 至 原生 质 体 培养 液 中 保存 。 
1.2.4 产量 与 活力 的 测定 
将 1.2.3.2 中 得 到 的 原生 质 体 溶液 滴 加 在 血球 计数 板 上 , 计算 原生 质 体 数 ， 其 密度 与 产量 计算 公式 如 下 。 
实验 重复 不 少 于 3 次 ， 镜 检 时 不 同 视 时 测量 次 数 >5， 每 个 样品 测量 值 取 5 次 测量 的 均值 (下 同 )。 
原生 质 体 密度 (个 "mLD=5 个 大 格 内 原生 质 体 总 数 X5X10000X 稀 释 倍数 ; 
REHA Aeg) 的 计算 公式 如 下 : 


原生 质 体 产量 


原生 质 体 活 力 参 考 Widholm(1972) 的 方法 ， 在 亦 光 显微镜 下 测定 ， 公 式 如 下 : 
暗 视 野 下 支 荧光 原生 质 体 数 


E mp 二 Xx 10096 
PRERESI - 明 视野 下 质 生 质 体 数 ”100% 
1.2.5 原生 质 体 培养 


考察 液体 浅 层 培养 、 琼 脂 糖 包 埋 培养 、 固 液 双 层 培养 、 海 藻 酸 钠 包 埋 培 养 不 同方 法 对 原生 质 体 培养 的 
影响 ， 培 养 密度 为 2x105 个 mL-!， 培 养 基 为 MSi+0.2 NAA+2.0 6-BA+1.0% 蕊 糖 +500mg*L-! 酸 水 解 酪 蛋白 。 
确定 培养 方法 后 ， 再 考察 培养 密度 分别 为 1.0x105、2.0x105、4.0x105、6.0x105 个 mL-1) 和 培养 基 组 
分 (包括 激素 、 铵 盐 、 碳 源 、 酸 水 解 酷 蛋 白 )( 见 表 3、4) 对 原生 质 体 培 养 的 影响 ， 以 分 裂 频率 与 植 板 率 为 
考察 指标 ， 计 算 公 式 如 下 : 
视野 内 发生 分 裂 的 再生 细胞 数 


二 视野 内 细胞 团 数 ” 
ERE = Dem 100^ 


1.2.6 原生 质 体 融 合 
采用 高 pH 高 钙 法 融合 原生 质 体 ， 将 分 离 纯化 后 的 原生 质 体 悬浮 于 适量 CPW-4M 液 中 ， 离 心 洗涤 并 调 


整 至 不 同 密度 (0.5. 1.0. 2.0. 3.0 X105 个 ,mL-1)， 于 培养 下 中 静 置 I5 min; 缓慢 滴 加 30%、40%、50% 
的 PEG6000 融合 液 ， 加 入 量 为 原生 质 体 悬 浮 液 体积 的 不 同 倍 数 (0.2、0.5、1.0、2.0 倍 )， 静 置 5 min; 再 滴 
加 融合 液 2 倍 量 的 高 pH 高 钙 洗 液 ， 静 置 时 间 为 10~40 min; 混合 液 离心 后 去 上 清 ， 重 复 3 次 ; 镜 检 并 测量 
正常 形态 的 细胞 直径 ， 计 算 聚 合 率 、 多 聚 率 ， 公 式 如 下 : 
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Lu _ 双 细胞 聚合 的 原生 质 体 次 。 
a S 


3 个 及 3 个 以 上 细胞 聚合 的 原生 质 体 数 
ga Pala el XCÍDDAE 
* 总 质 生 质 体 数 ias 
1.2.7 融合 产物 的 筛选 
参考 文献 方法 (Hao et al, 2002), 得 到 刚 分 殊 生 成 的 子 细胞 NDC) 的 直径 Ro 和 中 期 细胞 的 直径 Ru 之 间 的 
关系 为 ，Ro-0.7937Rw。 分 别 在 原生 质 体 培养 6-7 d 时 ( 子 细胞 多 )， 测 量 并 统计 NDC 细胞 直径 ， 计 算 Rn 
平均 值 ， 培养 10-12 d 时 (中 期 细胞 多 )， 测 量 并 统计 以 计算 Rw 平均 值 ， 每 次 观察 100 个 以 上 可 准确 测量 直 
径 的 细胞 。 
参考 刘 剑 笑 ( 刘 剑 锋 等 ，2010) 的 方法 ， 可 知 2 个 原生 质 体 融 合 后 产物 最 小 直径 Ru 与 最 大 直径 Ren 
比 对 细胞 直径 ， 一 般 非 融合 单 细 胞 直径 (Rp-Rm)< 双 细胞 融合 产物 直径 “(Rmin-Rmax )， 若 直径 大 于 
Rmax， 则 为 3 个 细胞 以 上 的 融合 产物 。 
2 结果 与 分 析 


1 解 条 件 对 原生 质 体制 备 的 影响 


TInmi 
图 1 酶 解 温度 和 pH 值 对 原生 质 体 活力 和 产量 的 影响 
Fig.1 Effect of enzymatic hydrolysis temperature and pH on the protoplast vitality and yield 
ERMAR EF, CHAOS ERRERA RUE T. BEARES TRI. 1535 HS IB H SERT USE 
等 条 件 进行 了 系统 研究 〈 梁 威 等 ，2016)， 本 文 在 此 基础 上 ， 进 一 步 考察 酶 解 温 度 和 酶 液 pH 值 对 酶 解 后 原 
生 质 体 活力 和 产量 的 影响 (图 1)。 结 果 表 明 ， 在 pH 5.8 时 ， 酶 解 分 离 后 获得 的 广 医 香 原生 质 体 产 量 最 高 ; 
在 pH5.8-6.2 时 , 原生 质 体 活 力 较 高 。 结合 产量 与 活力 数据 ， 选 择 pH 5.8 为 广 葡 香 细胞 壁 酶 解 的 最 适 pH 值 。 
酶 解 温度 在 23-28 'C 时 ， 原 生 质 体 产 量 较 高 ; (E25 '‘C 时 ,原生 质 体 活 力 达 到 最 高 值 ， 温 度 过 高 或 过 低 
舌 力 都 有 所 下 降 。 综 合 产量 与 活力 数据 ， 选 择 25 为 广 芝 香 细胞 壁 适宜 的 酶 解 温 度 。 
2.2 不 同 因 素 对 原生 质 体 培 养 的 影响 
2.2.1 不 同 培养 方法 对 原生 质 体 培 养 的 影响 
采用 液体 浅 层 、 固 液 双 层 、 甫 脂 糖 包 埋 与 海藻 酸 钠 包 埋 4 种 方法 对 原生 质 体 进行 培养 。 每 天 镜 检 观测 ， 
统计 结果 见 表 1。 
从 表 1 可 以 看 出 ， 液 体 浅 层 与 固 液 双 层 培养 虽然 分 裂 频率 与 植 板 率 都 较 高 ， 但 最 终 并 未 观察 到 愈 伤 组 
织 形成 ;琼脂 糖 包 埋 与 海藻 酸 钠 包 埋 的 培养 方法 最 终 都 形成 了 愈 伤 组 织 ， 其 中 海藻 酸 钠 包 埋 开始 分 裂 时 间 
较 早 ， 分 裂 频率 与 植 板 率 较 高 ， 因 而 选择 海棠 酸 钠 包 埋 法 进行 广 昔 香 原生 质 体 培 养 。 
表 1 不 同 培养 方法 对 原生 质 体 培 养 的 影响 (n=3) 
Table 1 Effects of different methods on protoplast culture 


2.1 


TH 


133,01x ) m 


i 


培养 方法 第 一 次 分 FRKE 分 裂 频 率 /% 细胞 团 植 板 率 /% f 


Culture method 裂 分 裂 时 间 /d Division 形成 天 数 /d Plating efficiency ”出 现 


时 间 |/d Large frequency Cell dumps 时 间 
First numbers of formation /d 
division cells division time Time 
time time for 
callus 
液体 浅 层 
Shallow liquid 6 12 12.57+0.44 A 14 2.64-0.11 A \ 
culture 
琼脂 糖 
包 埋 9 17 4.27+0.22 D 20 1.38+0.05 C 65 
Agarose embedding 
BICIS 7 12 10.40+0.46 B 14 2.21+0.10 B N 
double layer culture 
海藻 酸 钠 包 埋 
Sodium alginate 6 14 6.91+0.29 C 16 1.83+0.04 B 63 
embedding 


注 : 统计 结果 表示 为 mean 土 SEM (n=3)， 同 列 不 同 大 写字 母 表示 差异 极 显著 (P <0.01)〈 下 同 ) 
Tag. The statistical results are expressed as mean+SEM (n=3), diverse capital letters show highly significant 
differences (P «0.01) (the same below) 
2.2.2. 不 同 细胞 密度 对 原生 质 体 培养 的 影响 

设计 1.0x105、2.0x105、4.0x105、6.0x105 个 "mL-: 四 个 不 同 的 细胞 密度 进行 原生 质 体 培养 , 结果 见 表 2. 
当 细 胞 密度 为 2.0x105 个 mL! 时， 分 裂 频率 与 植 板 率 都 达到 最 高 ， 且 未 出 现 褐 化 情况 。 因 此 可 选择 细胞 密 
度 为 2.0x105 个 "mL-1。 


表 2 不 同 细胞 密度 对 原生 质 体 培养 的 影响 (n=3) 
Table 2Effects of different cell density on protoplast culture 


细胞 密度 HOUR 2 胞 团 形成 m 
(X105 4-/mL) 时 间 /d 分 裂 频率 /% 天 数 /d 植 板 率 /% 神化 情况 
: First division Division frequency Cell dumps Plating efficiency Browning 
Cell density : "OT 
time formation time 
1.0 9 1.31+0.06 C \ \ \ 
2.0 6 6.88+0.17 A 16 2.21+0.05 A 无 
4.0 6 6.09-0.16 B 16 1.70:0.08 B 部 分 
6.0 6 5.80+0.10 B 16 0.92+0.05 C 明显 


2.2.3 不 同 激素 对 原生 质 体 培养 的 影响 
本 实验 考察 了 NAA、2,4-D、6-BA 不 同 组 合 、 不 同 浓度 的 激素 对 原生 质 体 培 养 的 影响 ， 结 果 见 表 3。 
当 6BA 为 2.0 mg*L1、NAA 为 0.2 mg*L-! 时 ， 原 生 质 体 分 裂 频率 与 植 板 率 最 高 ， 为 最 适 激素 浓度 与 配 比 。 
表 3 不 同 激素 配 比 对 原生 质 体 培养 的 影响 (n=3) 


Table 3 Effects of different hormone ratios on protoplast culture 


分 裂 频 率 /% "ees 
NAA (mg/L) 24-D(mg/L) 6BA(mg/L) Division Plating pm 
frequency 


0.1 0 2.0 7.1950.09 a 0.82+0.05 de 


0 
0 
0 


0 


0.05 
0.05 
0.05 


0.1 


2.0 
2.0 
1.0 
3.0 
2.0 
0.5 
1.0 
1.0 


7.08+0.18 ab 
6.20+0.34 cd 
6.35x0.25bcd 
6.9340.36abc 
6.28+0.21 cd 
5.72x0.12 d 

6.54x0.22abc 
4.23+0.32 e 


1.7940.09 a 
0.49+0.02 f 
0.7140.04 e 
1.3240.07 b 
0.90+0.05 d 
0.3040.02 g 
1.0840.06 c 
0.390.02 fg 


注 : 


同 列 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) CFE) 


Tag. Diverse little letters show significant differences (P «0.05) (the same below) 


2.2.4 


ARSOUSYDOERER Y i WIRKEN E 


其它 因素 对 原生 质 体 培养 的 影响 


y 


白 浓 度 对 原生 质 体 培养 的 影响 ， 结 果 见 表 4。 


铵 盐分 别 取 MS 培养 基 原 铵 盐 浓 度 (MS: NH4NO3 1650 mg/L)、 减 半 浓 度 (MS1) AUT OMSo 


3 个 梯度 进行 比较 ， 结 果 发 现 ，MS1 培养 基 中 原生 质 体 分 裂 频率 、 植 板 率 均 较 高 ， 且 开始 分 裂 时 间 和 细胞 团 
形成 时 间 都 较 短 ， 因 此 最 佳 馆 盐 浓 度 为 NH4ANO3 825 mg*L! (MS1)。 
表 4 其 他 因素 对 原生 质 体 培养 的 影响 
Table 4 Effects of other factors on protoplast culture 
KOKRE a o, 细胞 团 形成 
第 一 次 分 裂 " 
"I . F1 mg/L ; 分 裂 频 率 /% 天 数 /d 植 板 率 /% 
编号 ”培养 基 碳 源 时 间 /d pp 
H . Acid i n Division Cell dumps Plating 
No. Medium Carbon source First division . . 
hydrolyzed i frequency formation efficiency 
im 
casein e time 
1 MS " 8 3.52x0.22 C 19 0.91-0.05 B 
1.09671 ff 
2 MS, 500 6 6.89x0.14 A 16 2.0520.12 A 
1.0% sucrose 
MSo 6 4.92+0.13 B 17 1.19+0.07 B 
0.55 A 
4 MS, 8 5.8540.28 b 17 0.52+0.03 b 
0.5% sucrose 
2.09071 
5 MS: 500 6 6.39+0.16 ab 20 0.32+0.02 c 
2.0% sucrose 
1.0% 葡 萄 糖 未 见 分 列 
6 MS, — 
1.0% glucose no division 
7 MS: C 0 11 4.51x0.31B 21 0.57+0.06C 
1.095 2E Bài 
8 MS: 200 9 5.25+0.26B 20 1.03+0.09B 
1.0% sucrose 
9 MS: 800 7 7.04x0.27A 16 1.80x0.10A 


碳 源 分 别 选 择 了 0.599. 1.096. 2.0968] BEES 1.0908] 85] 9 3, A MSi1 培 养 基 进行 海藻 酸 钠 包 埋 培养 ， 


ARRI, A 


间 均 较 早 ， 分 裂 频率 与 植 板 率 都 较 高 ， 为 最 人 


酸 水 解 酪 蛋白 对 原生 质 体 培养 起 一 定 促进 作 上 月 
进行 实验 ， 结 果 发 现 ， 酸 水 解 酷 蛋 


为 最 适 浓度 。 


萄 糖 作为 碳 源 未 观察 到 细胞 分 裂 ， 


TU RENE SJ 1.0968], £ 


2.3 不 同 因素 对 原生 质 体 融 合 的 影响 
2.3.1 融合 产物 和 
经 测量 与 统计 ， 自 


295 v6 FB] 


AST ERRERA ES 


浓度 为 500 mg*L''H, £ 


E 浓 度 。 


CA 


1.74-69.33 um; 经 公式 推导 


EH 
AE 
65.19-87.35 um; 剔除 交集 部 分 ， 双 细胞 融合 产物 筛选 范围 是 69.33-87.35 um. 


胞 开始 分 裂 时 间 与 形成 细胞 团 时 


H, RERET 0 200, 500, 800 mg*L' 四 个 浓度 梯度 
胞 分 裂 时 间 较 早 ， 


分 裂 频率 与 植 板 率 较 高 ， 


2.3.2 


PEG 浓度 对 原 
考察 30%、40%、50% 的 PEG6000 对 原生 质 体 融 合 的 影响 ， 结 
时 ， 聚 合 率 较 高 ， 分 别 为 56.24% 和 57.44%， 两 者 间 差 异 不 显著 ; 但 


明显 高 于 J 


2.3.3 细胞 密度 、 


前 者 ， 


且 该 处 理 较 多 原生 质 体 融 合 为 三 聚 体 、 
度 选择 40% 为 宜 。 


生 质 体 融 合 的 影响 


果 表 明 ， 


当 浓 度 为 50% 时 ， 


RERA RIRE CR 5)。 


表 5 不 同 PEG 浓度 对 原生 质 体 融合 的 影响 (n=3) 
Table $ Effects of different PEG concentrations on protoplast culture 


PEG 6000 浓度 % 


E /% lk 
Concentration of PEG fee add 
Polymerization rate Polycondensation rate 
6000 
3096 40.17+1.28 B 8.19:0.14 C 
40% 56.24+1.36 A 9.63+0.21 B 
50% 57.44+1.44 A 13.74+0.32 A 


融合 时 间 及 融合 


液 加 入 量 对 原生 质 体 融合 的 影响 


表 6 融合 时 间 、 细 胞 密度 及 融合 


液 加 入 量 对 原 


生 质 体 融 合 的 影响 


Table6 Effects of fusion time, cell density and volume of fusion fluid on protoplast culture 


当 PEG 6000 浓度 为 40%、50% 
聚 率 达 到 13.7496, 
EE, PEG 6000 的 浓 


融合 液 与 细胞 
- : 细胞 密 / 液体 积 比 聚合 率 
ii MT i us v ue) of e maps 
No. Fusion time . . T Polycondensation rate 
Cell density fusion fluid to Polymerization rate 
culture media 
1 10 2.0 0.5 47.33+2.81b 8.50+0.53b 
2 20 2.0 0.5 50.23+2.22ab 9.16+0.70b 
3 30 2.0 0.5 57.19+2.95 A 9.20+0.76 B 
4 40 2.0 0.5 56.13+2.91a 11.84+1.05a 
5 30 0.5 0.5 38.50+1.12 C 6.31+0.33 C 
6 30 1.0 0.5 46.35+1.81 B 7.51+0.37 BC 
7 30 3.0 0.5 59.2540.57 A 18.35+0.81 A 
8 30 2.0 0.2 40.73+2.53B 7.83 土 0.29B 
9 30 2.0 1.0 56.44+2.73A 9.60+0.44B 
10 30 2.0 2.0 51.05x3.75A 24.27+1.57A 


融合 时 间 、 细 胞 密度 和 融合 


聚合 率 与 
增加 ， 因 


率 不 断 提 
低 浓 度 原 
按照 
到 了 形态 
USE 9] 


上 述 原生 


聚 率 都 随 之 增加 ， 融 合 时 间 30 min 与 40 min 的 聚合 率 
此 融合 时 间 以 30 min 为 宜 ; 
与 较 低 多 聚 率 为 考察 标准 ， 选 择 2.0x105 Neml 作为 最 适 融合 
高 ， 从 统计 分 析 比 较 结果 来 看 ， 融 
则 ， 选 择 0.5 倍 融 
质 体 的 制备 、 最 适 培养 及 融合 条 件 


而 随 着 细胞 密度 的 增加 ， 


聚合 


液 加 入 量 对 原生 质 体 融合 的 影响 见 表 6。 结 果 表 明 ， 随 着 融合 时 间 的 增长 ， 
没有 显著 差异 ， 但 40 min 时 多 聚 率 明显 


胞 密度 


[EL EE 
合 液 为 最 适 加 入 量 ， 此 条 件 


FRAR 


57.19%, 


; 随 着 融合 


及 生长 发 育 良 好 的 单 台 


伤 组 织 再 生 。 


胞 及 双 细 胞 融合 原 


, HT ER ETEMA 
生 质 体 (图 版 [ )。 融 合 产物 经 海藻 酸 钠 包 埋 培 


率 与 多 聚 率 都 随 之 增高 ， 以 较 高 聚合 率 
液 加 入 量 的 增加 ， 
胞 液体 积 比 选择 0.5 或 1.0 较为 合理 ， 按 照 最 
聚 率 为 9.2%。 

出 备 、 培 养 及 融合 


DX 
聚 


佳 效 果 最 


， 得 
育 2 个 月 ， 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


r MEER 
图 版 1 I RS mRAEBIRE HEBES 
Plate I Protoplast morphology of P. cablin in fusion process 
Hs A ETRE FDA 荧光 染色 明 场 像 ，B. T 3E E Ms FDA 荧光 染色 暗 场 像 ，C. 原 生 质 体 在 融合 过 程 中 的 形态 ; 
D. 融 合 产物 洗涤 后 的 形态 ;BE. 融 合 原生 质 体 第 一 次 分 裂 ; 上 融合 原生 质 体 第 二 次 分 裂 
Note: A. Bright field image of protoplast from P. cablin by FDA fluorescent staining; B. Dark field image of protoplast from P. cablin 


by FDA fluorescent staining; C. Protoplast morphology in fusion process; D. Morphology of fused protoplasts after washing; E. 


The first division of fused protoplasts; F. The second division of fused protoplasts 
3 讨论 


3.1 原生 质 体 培养 
本 实验 考察 了 多 种 培养 方法 对 广 董 香 原 生 质 体 培养 的 影响 ， 结 果 表明 海藻 酸 钠 包 埋 培养 的 方法 最 好 。 
此 方法 属于 固体 培养 ， 能 避免 液体 培养 原生 质 体 不 固定 、 不 易 跟 踪 观 察 的 缺点 ;， 其次， 作为 一 种 高 分 子 化 
T 合 物 ， 海 藻 酸 钠 质 地 柔软 、 均 一 ， 相 对 于 琼脂 糖 ， 属 于 软 包 埋 原生 质 体 的 培养 方式 ， 而 且 可 以 避免 琼脂 糖 
— —— 包 埋 时 热 激 (heat shoclo 对 原生 质 体 的 伤害 〈 贾 士 荣 等 ，1988)。 实 验 中 ， 虽 然 液 体 培养 与 固 液 双 层 培养 的 原 
生 质 体 更 早 分 裂 ， 并 有 较 高 的 分 离 频率 和 植 板 率 ， 但 最 终 都 未 形成 愈 伤 组 织 ， 可 能 是 随 着 原生 质 体 分 裂 后 
数量 增多 ， 间 距 显 著 减 小 ， 代 谢 产物 所 产生 的 相互 毒害 作用 愈加 严重 所 致 。 
本 实验 中 广 营 香 原生 质 体 培养 时 的 最 佳 细 胞 密度 为 2.0x105 个 ,mL-1， 文 献 〈 杨 茹 ，2010) 中 认为 细胞 
密度 一 般 应 控制 在 104105 个 mL-1， 与 本 实验 结果 一 致 。 原 生 质 体 生长 受到 细胞 密度 的 影响 往往 是 双向 的 ， 
若 密 度 过 低 , 促进 原生 质 体 分 裂 的 内 源 性 物质 浓度 较 低 ,将 导致 原生 质 体 不 能 持续 分 裂 ( 陈 名 红 等 ，2007); 
若 密 度 过 高 ， 由 于 养分 缺失 或 有 害 的 细胞 代谢 物 积累 ， 又 将 会 阻碍 再 生 细 胞 正常 生长 。 
培养 基 组 分 中 氮 源 的 种 类 和 浓度 对 原生 质 体 培 养 有 重要 影响 ， 普 遍 认为 铵 态 氮 对 原生 质 体 是 有 一 定 毒 
害 作用 的 ， 应 尽量 减少 以 避免 伤害 。 广 泛 应 用 于 组 织 培养 的 MS 培养 基 中 NHNO 含量 为 1650 mg*L-!， 而 
常用 于 原生 质 体 培养 的 KMsP 培养 基 NHNO: 含量 为 600 mg*L-! (Kai & Michayluk, 19750, LÆ NT 培养 基 
NH4NO; 4 5& 73 825 mg*L-!1 (Nagata & Takebe, 1971), ike EMAIN: 本 实验 在 进行 铵 盐 含 量 考察 时 ， 
设置 了 不 添加 NHNO; 的 比较 梯度 ， 结 果 显 示 无 铵 态 氮 的 培养 基 并 不 利于 原生 质 体 生长 ， 说 明 铵 态 氮 对 于 
广 区 香 原 生 质 体 培养 仍然 是 必 不 可 少 的， 其 浓度 可 能 需要 根据 物种 的 不 同 进行 相应 调整 ， 而 当 NH4NO3 浓 
度 为 825 mg*L-!， 广 营 香 原生 质 体 生长 较 好 ， 与 NT 培养 基 中 铵 态 氮 含量 一 致 。 
3.2 原生 质 体 融 合 


本 实验 采用 了 PEG- 高 pH 高 钙 法 进行 广 昔 香 的 原生 质 体 融合 ， 同 时 下 
液 加 入 量 对 融合 的 效果 。PEG- 高 pH 高 钙 法 (Kao & Michayluk, 1974) 是 已 有 的 原生 质 体 融合 方 
!。Kao 认为 ， 含 有 了 醚 键 的 PEG 上 
原生 质 体 表面 间 的 分 子 桥 而 使 
pH 高 浓度 钙 离 子 可 以 中 和 膜 表面 负电 荷 〈( 李 浚 明 ，2005 ); 洗涤 过 程 
极 性 的 PEG 分 子 洗 脱 ， 原 生 质 体 表面 电荷 因 
E 质 体 融 合 


的 一 
聚合 物 可 充当 相 邻 


H 


原生 质 体 膜 上 具有 负 
浓度 、 细 胞 密度 、 


UH TUE, 57K & 


完了 细胞 密度 、 融 合 时 间 及 融合 


pu 


白质 、 糖 等 正极 化 基 团 
粘连 ; 植物 原生 质 体 表 面 电 荷 在 -10 至 -30 mV 之 间 ， 高 


ERIE, 


WARIA EX JR. A 


E o EMR 


EAMA EA, 
合 不 彻底 ， 融 合 率 低 ; 各 影响 因素 增强 后 ， 较 
高 。 因 此 需要 对 影响 原生 质 体 融 合 的 各 因素 进 

本 实验 以 物理 选择 法 进行 了 融合 产物 筛选 ， 在 测量 中 期 细胞 直径 时 ， 参 考 熊 洋 等 〈2013) 的 方法 处 理 
胞 全 日 光照 培养 ， 扰 乱 l2 
BIR 。 为 了 得 到 单个 广 天 香 悬 浮 


广 落 香 原生 质 体 ， 未 观察 细胞 分 裂 中 期 的 细 
规律 ， 细 胞 个 体 间 分 裂 同步 人 

细胞 直径 范围 ,最 后 选 有 

范围 内 。 
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